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論文内容の要旨
〔目的)
アルツハイマー病の病理には依然として未解明の部分が多い。アルツハイマー病の病理のーっとして知られている
ものに Abnormal Sprouting があるが、その形成メカニズムは未だ解明されていない。一方、 GTP 結合小蛋白の一つ
である Rho family が Neuronal Sprouting の形成に関与している事が知られている。この Neuronal Sprouting の形
成メカニズムについて解明する事で、アルツハイマー病の病理で、見られる Abnormal Sprouting の形成メカニズムの解
明につなげるべく検討を行った。
[ 方法ならびに成績 ]
Rho family の一つである Rho・associated kinase を阻害する事で見られる神経突起の形成異常をラット初代培養神
経細胞および Rho-associated kinase の特異的限害剤である Y-27632 を用いて検討した。ラット初代培養に通常用い
る NeurobasaVB27 培地を用いた検討において有意な結果が得られなかったため、同培地中に含まれる成分のうち
Rho signaling に関与すると思われるインスリンを除去した培地を独自に作成した。インスリンを除去した直接的な
影響の有無を LlVE&DEAD assay にて検討した結果、インスリンおよび Y-27632 の有無による生存率の変化は見ら
れなかった。
まず、 Y-27632 の投与による神経突起形成の変化をインスリン除去/含有培地の両者において顕微鏡下で肉眼的に観
察する事で検討した。その結果、インスリン除去培地において神経突起長や神経主突起終末数が増大している事が確
認された。そこでこの結果を定量化すべく、神経突起終末数、神経突起平均長、神経突起分枝平均長を各条件で系時
的に観察した。その結果、いずれのパラメータも Y-27632 をインスリン除去培地に添加した際に増加が見られた。こ
の結果からラット初代培養神経細胞をインスリン除去培地にて培養する事で Rho・associated kinase の関与を観察す
る事ができ、 Rho・associated kinase を阻害する事で有意な神経突起の形態的変化が生じる事が明らかとなった。
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次に、この神経突起の形態的変化を Neurofliament-L (NF-L) および MicrotubleAssociated Protein 2 (MAP2) 
に対する抗体を用いて免疫染色法にて検討した。その結果、インスリン除去培地では NF-L および MAP2 で共に染色
される神経突起が多数見られた。そこで、 NF-L と MAP2 単独で有意に染色される神経突起を含めて 3 種に分け、そ
れぞれの突起長を計測、定量化したところ、 NF-L と MAP2 で共に染色される神経突起のみがインスリン除去培地を
用いた際に有意に伸展していることが認められた。この結果から先程観察された形態的変化が神経突起の性格にも変
化を及ぼしている事が確認された。
最後に、 Y-27632 がアミロイドベータ蛋白 (Aß) の産生に及ぼす影響を検討した。先程までと同様の条件で培養
した際の上清中の Aß 1-40 と 1 ・42 ペプチドの比を ELISA assay にて測定した結果、 Y-27632 の投与によって Aß
1・42 が有意に増加していた。この結果より、 Rho・ associated kinase がアルツハイマー病の病理に関与している可能
性が示唆された。
〔総括〕
Rho・associated kinase が神経突起形成および Aß 産生に及ぼす影響について、ラット初代培養神経細胞を用いて検
討した。形態観察、免疫染色法、 ELISA 法による検計の結果、 Rho-associated kinase が初期の神経突起伸展および
分化に関与していることが明らかになり、アノレツハイマー病の病理メカニズムに関与している可能性が示唆された。
論文審査の結果の要旨
本研究はラット初代培養神経細胞を用いて Rho・associated kinase の作用をその特異的阻害剤であるY-27632 によ
って検討したものである。本研究では Rho・associated kinase を阻害する事によって神経突起の分枝および伸展が促
進される事実を形態観察およびその定量化によって示し、さらに促進された分枝および伸展が神経突起の性格の変化
をも伴っているという事実を免疫染色法によって示している。 Rho・associated kinase の阻害によって観察される分
枝および伸展とアルツハイマー病患者の脳で、見られる病理変化との関連からアミロイドベータ蛋白に及ぼす影響も
検討し、 Rho・associated kinase がアミロイドベータ蛋白産生に影響を及ぼすという結果を得ている。
以上より、本研究は神経突起形成とアルツハイマー病とを関連付ける物質として Rho・associated kinase に注目し
た研究であり、学位の授与に値すると考えられる。
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